
第!"卷第#期

!""$年$$月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’"()#*+,%+-.$/+01"(2+3405%6#/0$1
%&’(!" )&(#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)&*(!""$

文章编号：$""+,"-./（!""$）"#,"000,"0

收稿日期：!""$,"#,$$； 修订日期：!""$,$","+(
基金项目：国家轻工科技发展计划项目（1"-2$-）资助课题(
作者简介：吕陈峰（$+3.,），男，江苏无锡人，生物化学工程硕士研究生(

胆固醇氧化酶转化蛋黄胆固醇工艺的优化

吕陈峰， 王龙刚， 杨胜利， 王 武
（江南大学 生物工程学院；工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!$4"-#）

摘 要：研究了用响应面分析法（567）优化酶法转化蛋黄胆固醇的工艺，发现胆固醇氧化酶

（89:）添加量及蛋黄粉的稀释率是影响蛋黄胆固醇转化率最重要的因素(在模拟优化的条件下：

反应时间为$4($0;，蛋黄粉稀释率为-(04，89:为0(-+<／=时，胆固醇转化率达.0>#$?(对氧

化产物进行分析发现：仅有单一产物胆甾烯酮，该产物具有降血脂、减肥等功效(
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过多的摄入胆固醇容易引起心血管疾病，近年

来，出现了许多降低食品特别是蛋黄胆固醇的研

究(V’[ID等对产蛋期的母鸡喂养他汀类的胆固醇

合成酶（]7128&A还原酶）抑制剂，获得$+?!
-.?的胆固醇去除率［$，!］；A’2AD[GRI2A等用醋酸铜

及硫酸铜，去除了$4?!!"?的 蛋 黄 胆 固 醇［-］；

L&R=CU等人用丙酮萃取蛋黄粉中的胆固醇，并优化

了该工艺，并且证明处理后的蛋黄乳化效果仍然不

错［4］；而用"2环糊精脱除蛋黄胆固醇更是得到了大

量的研究，胆固醇去除率能达到+"?以上［0!3］，但

是环糊精在许多国家不是合法的食品添加剂，必须

要用酶分解掉残余的环糊精，且该法成本较高；超

临界萃取蛋黄胆固醇是一种有效的方法［.］，但是该

方法投资太大，不适合我国的国情；而酶法转化蛋

黄胆固醇有两条路线：一是用胆固醇还原酶将胆固

醇还 原 为 不 被 人 体 肠 道 吸 收 的 代 谢 物———粪 甾
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醇［!］；二 是 用"#$将 胆 固 醇 转 化 为 胆 甾%&%烯%’%
酮［()、((］，该产物有降血脂、减肥的功效［(*、(’］，是名

贵中药蛤蟆油的主要成分之一［(&］，"#$法不仅能

经济有效的转化胆固醇，其产物更作为一种功能性

保健品留在产品中，其应用前景十分广阔+
以前的试验研究了"#$转化蛋黄胆固醇的最

适温度、,-及金属离子的影响+本试验进一步考察

了蛋黄粉的稀释率、"#$用量和反应时间这’个因

素对胆固醇转化的交互影响，并用响应面分析法优

化了"#$转化蛋黄胆固醇工艺的三因素三水平中

心组合设计+

! 材料与方法

!"! 材料

!+!+! 胆固醇氧化酶 由本实验室保藏菌种!"#$
%&’()*#"&+,-./$."%))/产生；磷脂酶"：01.23
公司产品+
!+!+# 培养基( 每升含有胆固醇(+45，葡萄糖

*)5，酵母膏/+45，氯化钠(5，醋酸铵*5，磷酸氢

二钾)+*5，250#&·/-*#)+)45，670#&·/-*#
)+)(5，氯化钙)+(5，,-/+4+
!+!+$ 试剂

溶液3 &%氨 基%安 替 比 林(889:／;，苯 酚

<889:／;，磷酸钾缓冲液（,-/+4）*4889:／;，叠

氮钠)+)*=，辣根过氧化物酶/)))>／;+
溶液? 胆固醇在异丙醇溶液中的质量浓度为

)+@*<5／A;，其中含体积分数&+*<=的BCDE9FG%
())+
!+!+% 主要原料 蛋黄粉 浙江长兴艾格生物有

限公司提供+
!"# 方法

!+#+!! 菌种培养及"#$粗酶液的制备 取出&H
保存的菌种，活化，划线分离后，取单菌落直接稀

释，加入&=的氯化钠，装入*4)8;三角瓶，’4H，

*))C／8DF摇床反应(*I，取离心后的无细胞提取液

即为粗酶液+
!+#+# 试验设计( 根据?9J和-KFE7C的中心组合

设计原理［(4］，以蛋黄胆固醇转化率为响应值，以影

响转化率的蛋黄粉稀释率、"#$的用量、反应时间

为自变量，设计了三因素三水平的中心组合设计，

回归模型为0L12M!1&3&M!1&&3&*M!1&43&34，

12、1&、1&&和1&4分别是截距及回归常数，3&，34是

变化后的自变量，用030软件（0301FNEDEK7，"OCP，

Q"，>+0+3）统计数据并描述响应面+因素和试验

水平选取如表(+
表! 因素与水平取值表

&’("! )’*+’(,-.’/0,-1-,.23*4-/5*’,43673.+5-0-.+8/9.-0
53375+6+:--/:;6’5+4630+2+4’5+3/32;3,<4=3,-.5-*3,

因素 编码
因素取值

%( ) (

"#$添加量（>／5） 3( ( ’ 4

5水：5蛋黄粉 3* ’ 4 /

反应时间（I） 3’ ! (* (4

!+#+$ "#$处理方法( 取()5蛋黄粉，根据试验

加入相应活性单位的"#$粗酶液后，根据不同稀

释率 用)+)489:／;,-/+4磷 酸 缓 冲 液 装 入 有

4)8;培 养 基 的*4)8;三 角 瓶 中，于 ’/ H、

*))C／8DF振荡培养’<I后，将发酵液于&H、/)))
C／8DF离心()8DF后取上清液作为粗酶液+
!+#+% 粗酶液中胆固醇氧化酶活力的测定( 取溶

液3’8;，溶液?(4)";，于试管中，’/H保温

’8DF；加入4)";发酵上清液，反应48DF，沸水浴

’8DF，冷却后，用(R8比色皿，在4))F8处测吸光

度；(>定义为(8DF内转化胆固醇生成("89:
-*#*的酶量+
!+#+> 蛋黄中胆固醇及胆甾烯酮测定方法

参考S9F5［(<］等的-T;"方法+取(8;反应混

合液，用48;的*))5／;的U#-甲醇溶液/)H
皂化(48DF，取(8;皂化液用48;石油醚（<)#
!)H）萃取后，<)H水浴，氮气吹干，用(8;异丙

醇溶解+在波长*)@F8和*&(F8分别检测胆固醇

和胆甾烯酮+
-T;"分析条件为：色谱柱为-TV#S?3G"%

(@（&+<R8W*4R8），流动相6乙腈X6异丙醇L&X(，

流速为(8;／8DF，检测波长为*)@F8，进样量为

()";+
!+#+? 胆固醇氧化物的薄板层析测定( 按照3D%
IOCO［((］的薄层层析方法

!+#+@ 蛋黄中一般成分的分析( 按照3#3"进行

测定［(@］+
!+#+A 统计分析( 试验重复*次，获得"#$产量

的均值用软件程序030分析+

# 结果与讨论

在以前的试验中探讨了"#$转化蛋黄胆固醇

的最适反应温度、,-以及一些反应促进剂，而真正

要使该方法具有商业价值，还需进一步优化工艺，
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以期能经济的生产低胆固醇蛋黄粉!"#$的使用

量、蛋黄的稀释率都与生产成本密切相关，而控制

合理的反应时间，即能保证一定的胆固醇转化率，

又不能使反应时间过长，以减少细菌的侵染机会和

降低生产能耗!
!"# $%&转化蛋黄胆固醇工艺的优化

近年来，响应面分析被广泛应用于各种工艺的

优化，能以较少的实验次数有效地找出工艺的最佳

参数并分析诸因素的交互影响!根据表%的设计，

作者做了%&次试验，%’次析因试验和(个检验误

差的零点试验，其结果见表’!并对该结果用多项回

归得到一个二次回归方程!经过方差分析，!检验

)!)%水平显著，"!")#)%，失拟项很小（见表(），都

说明回归模型拟合情况良好，回归方程代表性较

好，能准确的预测实际情况，只有小于%*的变化无

法用回归模型解释!从表(还可以看出，一次项、二

次项和交互项的+值都较大，说明诸因素对"#$
产量的影响是复杂的交互作用而不是简单的线性

关系!
表! 响应面分析结果

’()"! ’*+,-,.(/0123(4/+502(4/1671830+9+83:58(592+;
87158+<(4=+8=8+901170363>++5>?6(03/6193.3/(0315
1.?14@/*14+80+214

编号 $% $’ $( 蛋黄胆固醇转化率／*

% ,% ,% ) &’!--

’ ,% ) ,% ./!0)

( ,% ) % &0!(’

. ,% % ) &1!(.

& ) ,% ,% -.!/%

- ) ,% % 0%!%’

0 ) % ,% -.!(0

1 ) % % 0(!.1

/ % ,% ) 1’!%&

%) % ) ,% 0.!.%

%% % ) % 1(!/.

%’ % % ) 00!%%

%( ) ) ) 0&!&.

%. ) ) ) 0.!(/

%& ) ) ) 0(!/%

在用% 检验分析回归系数的% 时，% 值越大

说明该因素越重要，而"#$用量（$%）的% 值最

大，说明其对胆固醇转化率影响最大（见表.），这也

说明了蛋黄胆固醇与"#$的接触仍是影响胆固醇

转化的重要因素，这点同以前的研究一致!这点从

相应的等高线图（见图%、图’、图(）也可以直观的

看出，转化率随着时间和"#$用量增加的方向增

加，但是用增加"#$浓度和反应时间来换取转化

率的增加会使成本和细菌侵染机会急剧增加，因而

是不明智的!由图’、(可见，最大转化率位于稀释

率的中心点附近，预示着在工业生产上只需要较小

的稀释率就可以得到产品，节省了干燥能耗及其它

相关生产成本!

表, 回归方差分析

’()", A5(4?8381.<(23(5/+.120*+2+:2+88315619+41.
/*14+80+214/15<+283151)0(35+9.2160*++B7+236+5;
0(42+8=408

方差来源 自由度 平方和 !值

一次项 ( %(0’!( 0’)!-2

二次项 ( %(%!/- -/!’/2

交互项 ( (%!0. %-!-02

总回归 / %&(-!)’ ’-1!/2

失拟项 ( %!00% )!1.%

误差 ’ %!.)(

"’ )!//0/

变异系数 %!%&--

注：2表示在)!)%水平显著

表C 回归系数取值

’()"C D+:2+88315/1+..3/3+5081.(.=448+/159;129+2714?51;
63(4619+4.12/*14+80+214/15<+28315

系数 胆固醇转化率／* %

&) 0.!-% ,-!0.-2

&% %’!.& %.!%%2

&’ )!()0& &!.1.2

&( .!)&/ 1!-’02

&%% ,.!&11 ,%%!)-&2

&’’ ,’!-1) ,-!0’02

&(( ,’!.- ,&!/(.2

&%’ )!.00& %!%//

&%( )!0’&) %!1’)

&’( (!-1( ,1!11’2

注：2表示在)!)%水平显著
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图! 稀释率"时间等高线图（#$%用量为&’／(）

)*(+! ,--./01-230.4／516*7430*1387*8/9:30*180*;.
（<）18/<16.50.416/18=.45*1830#$%／516*7430*1
1->?!

图@ #$%添加量"时间等高线图（稀释率为>倍）

)*(+@ ,--./01-#$%／516*7430*1387*8/9:30*180*;.18
/<16.50.416/18=.45*1830230.4／516*7430*11->?!

图& #$%添加量"稀释率等高线图（时间为!@<）

)*(+& ,--./01-#$%／516*7430*1387230.4／516*7430*1
18/<16.50.416/18=.45*1830*8/9:30*180*;.1-
!@<

@+@ 酶法转化蛋黄胆固醇最优参数的预测

规范分析（!"#$#%&"’(#"’)*%*）是一种能求出响

应面的拐点并判断它是最大值点、最小值点还是马

鞍形点的数学手段［+］，用规范分析分析试验结果，

发现求出的拐点为最大值点，预期最优条件为：反

应时间为,-.,/0，蛋黄粉稀释率1./-2，!34用

量/.156／7，转化率为8/.+,2.为了验证该条件，

用上述条件进行了试验，试验结果见图-.,90后酶

转化反应基本完成，经,-.,/0后，胆固醇转化率达

8/.+,2，与回归方程拟合度达到5:2左右，一致性

较好.

图A 优化条件下反应时间曲线

)*(+A B*;./1945.1-C16D/<16.50.416/18=.45*18987.4
1E0*;9;/187*0*18

@+& 胆固醇氧化产物的鉴定

经薄板层析测定氧化产物，发现只有单一产物

胆甾;-;烯;1;酮（简称胆甾烯酮），与以前用该酶氧化

游离胆固醇结果一致［,<］.=>?!图谱也支持这一结

论（见图/）.但是转化后得到的胆烯酮只占胆固醇

总转化的-:2左右（数据略），可能是部分胆甾烯酮

继续降解成为非固醇类化合物［,,］.

图> 未处理蛋黄胆固醇样品（3）和#$%处理后蛋黄

胆固醇样品（:）FGH#图

)*(+> FGH#7*3(43;1-9804.30.7（3）387.8IC;.
04.30.7（:）C16D5

@+A 酶反应前后蛋黄中主要成分比较

由表/可见，蛋黄中一般成分在酶处理前后变

化不大，但脂类降低1./-2.胆固醇氧化酶仅将胆

固醇氧化为胆甾;-;烯;1;酮，也就是说，在以胆固醇

氧化酶降低蛋黄中胆固醇的反应中，只有胆固醇转

化为胆甾;-;烯;1;酮，其它成分没有变化，而胆甾;-;
烯;1;酮又具有降低血脂的功能.以此方法可以生产

低胆固醇且具有保健功能的蛋黄制品，具有潜在较

大的经济效益.

8// 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第9:卷
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表! 蛋黄粉在酶处理前后一般成分的变化

"#$%! &’(’)#*+,-.,/010,(,23(1)’#1’4#(4’(56-’1)’#1’4

6,*7/ 8

成分 未经酶处理 !"#处理

粗蛋白 $%&’(%&’% )*&$+(%&*%
脂类 ’,&-*(.&,% ’/&//(%&-%

胆固醇 )&$/(%&)/ %&$)(%&%-
灰分 )&%,(%&%+ )&+%(%&%,

9 结 论

!"#法转化蛋黄胆固醇除了能有效降低胆固

醇含量，还积极的将胆固醇转化为具有降血脂、减

肥等保健功能的胆甾烯酮，经过分析影响!"#法

转化蛋黄胆固醇的$个关键因素：!"#用量、稀释

率和反应时间，发现!"#用量是影响胆固醇转化

率最重要的因素，而该工艺对稀释率要求不高，使

其更具有实际生产意义&进而用012优化了该工

艺，在模拟优化的条件下：反应时间为./&.+3，蛋

黄粉稀释率$&+/4，!"#用量+&$-5／6，用上述条

件进行了试验，胆固醇转化率达*+&’.4&而留在产

品中的胆甾烯酮具有降血脂减肥等功能，增加了产

品的附加值&
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